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研究成果の概要（和文）：微生物の rRNA、細胞膜脂質分子の放射性炭素（14C）同位対比を測
定するため、数万 L レベルの海水ろ過装置を作成し、北極海の表層海水および静岡県駿河湾深
層水くみ上げ施設で試料を採取し測定と解析を行った。その結果、太平洋側北極海の化学独立
栄養古細菌群集による有機炭素生産は、植物プランクトンの一次生産量の試算 0.36 Gt C/year 
の 0.4%にあたる 0.0013Gt C/year と見積もられた。また、駿河湾 397 m 水深の古細菌群集の
約48-52%が独立栄養性である可能性がDOC炭素およびDIC炭素の14C測定値から示された。  
 
 
研究成果の概要（英文）： We made up a seawater filtration device which can filter several 
ten thousand liter to measure radiocarbon (14C) ratio of bacterial rRNA and cell membrane 
lipid molecules, and the filter samples were collected at the Pacific sector of the Arctic 
Ocean and the Suruga bay deep seawater drawing up facilities (397 m depth).  As the results, 
the organic carbon production rate by the chemoautotrophic archaea in the Pacific sector 
of the Arctic Ocean was 0.0013Gt C/year, which is about 0.4% of the primary production 
rate (0.36 Gt C/year). From the measured value of DO14C and DI14C, it was estimated that 
about 48-52% of archaea could be chemoautotrophy at 397 m depth of the Suruga Bay.     
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１．研究開始当初の背景 
放射性炭素（以下 14C）は，成層圏上部で
宇宙線によって生成される約 5730 年の半減
期をもつ核種であり、環境中には極微量存在
している。加速器質量分析計（AMS）による
14C 測定技術は近年飛躍的に進歩しており、
環境中に存在する極微量の有機分子や炭素
粒子の自然レベル 14C 測定が可能となりつ
つある。 
海洋 DOC の炭素量は、680 GtC と試算され
ており、大気 CO2 の 750 GtC に匹敵する規模
である。その濃度は、海洋表層（有光層から
温度躍層）においてわずかに変化しているが、
それ以深においては、ほぼ一定の値を示す。
海洋 DOC の 14C（DO14C）に関する研究は 1980
年代後半より開始され、海洋 DOC 放射性炭素
同位対比の鉛直、水平方向分布の詳細が明ら
かにされてきた。DO14C は海域に関係なく
-390〜-525‰（年代に換算すると、4000 年〜
6000 年）と表層海水中の溶存態無機炭素
（DIC）の 14C 同位体比（20-120‰；現在の
大気 14C 同位対比に相当）に比べて著しく古
い。こうした古い年代の報告から、海洋の DOC
主要成分は微生物群集に分解されない化学
的に不活性な炭素リザーバーであり、その構
成成分も難分解性の高分子種からなると考
えられてきた。また海洋中で実際に従属栄養
微生物が利用できる炭素には制限があると
の報告もある。 
ところが、短期的炭素循環炭素リザーバー
としては不活性と考えられてきた DOCの一部
が、微生物により活発に代謝されていること
が、近年、海洋水中の中性糖の 14C 分析から
明らかになった。上述の通り、海洋 DOC の 14C
年代は水深 1000 ｍで 4000 年〜6000 年と非
常に古い値である。これは、DOC の海洋での
回転時間が著しく長く、短期的な物質循環と
は独立した系に属していて、短期時間軸での
生物学的、物理化学的な物質交換においては、
ほぼ不活性な存在とされている解釈されて
いる。しかしながら本来 DOC に相当する粒径
にある炭素源としての有機物は、海水中に豊
富に存在し、微生物が利用可能なサイズであ
る。こうした DOC 組成解析は近年飛躍的に進
歩し、分子レベルでの解析から DOC の 20-35%
が高分子で、コロイド状で存在しており
（HMW-DOC）、semireactiveなDOCであること、
HMW-DOC の構成は、炭水化物（50-70％）、た
んぱく質(3-5%)、脂質(1%)からなると報告さ
れている。また、海洋 DOC フラクションから
抽出された糖の 14C測定から得られる炭素同
位体比が、表層のバルク DOC よりも、表層 DIC
の同位体比に近い値を有していたことから、
上記の semireactive な DOC の存在を示唆し
ている、との結果も発表されている。
semireactive な DOC 炭素が存在するならば、
海洋の DOC炭素回転時間はこれまで考えられ
ていたよりも短くなり、海洋 DOC リザーバー
の規模が大気 CO2のリザーバーに匹敵するこ
とになることから考えてもグローバルな炭
素循環の再考もあり得る。 
この semireactive な DOC 炭素の循環を研
究するには、これら DOC を分解する原核生物
（古細菌ならびに真正細菌群集）のRNA, DNA, 
細胞膜脂質などの炭素系化学物質の 14C
（DI14C ならびに DO14C）を測定する必要が
ある。測定結果をマスバランスモデルに組込
むことで、微生物の炭素源、すなわち DOC—
炭素利用（独立栄養）しているのか、DIC—炭
素利用（従属栄養）なのか、炭素源について
相対的な寄与率を求める事が可能となる。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、海洋 DOC 炭素の短期的な
炭素循環に果たす微生物の役割を定量的に
明らかにすることである。そのために、海水
大量ろ過装置の開発と作成、微生物群集構造
の定量評価および生産量試算、rRNA、細胞膜
脂質分子の極微量 AMS分子レベル放射性炭素
分析手法の構築を行う。新たに作成した装置
や手法を用い、北極海および北太平洋での
DOC フラクションの微生物バイオマス、DOC、
DIC の 14C の測定を行い、海水中に生息する
微生物の炭素源（fresh carbonか old carbon）
とその代謝（従属・独立栄養）について明ら
かにする。さらに上記の結果を踏まえて、放
射性炭素によるマスバランスモデルとボッ
クスモデルを用いて、微生物が用いる DOC 炭
素のターンオーバー時間を求め、海洋表層の
一次生産量と従属栄養・独立栄養として微生
物バイオマスが果たす役割について定量的
に解明する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)海洋細菌群集試料の大量採取手法の確立 
研究に必要な微生物試料を超大量に採取
するため、自動海水中溶存有機炭素フラクシ
ョン大量ろ過装置を設計作成した（図１）。
本装置は、電磁弁 8個、電磁流量計 4個、各
種ろ過フィルターステンレス製ハウジング
（各サイズメンブランフィルターハウジン
グ：100 µm 用 4 個、5 µm 用 8 個、0.65 µm 用
4 個、0.2 µm 用 4 個）、バックフラッシュ機
能付きステンレスフィルター、制御用パソコ
ンから構成され、毎分 10 L/min、圧力 1.1 気
圧の条件で制御可能である。本装置を用い、
静岡県駿河湾深層取水施設（採水深度、397 
ｍ）で海水ろ過試料を孔径 0.2µm のフィルタ
ー上に採取した。同様に海洋地球観測船「み
らい」による北極海（MR08-04, MR09-03, 
MR10-05）および北太平洋航海（MR08-05）航
海に乗船し、上記装置を用いた表層海水の連
続大量ろ過を実施した。また各海域・各水深
海水を CTD 採水装置を用いて採取し、研究に
必要な微生物、有機物試料を採取した。 
 
(2)海洋微生物群集の定量評価 
 海洋水柱の真正細菌群集および古細菌群
集の分布を定量的に明らかにするために、細
菌細胞の直接計数法である FISH
 （Fluorescence in situ hybridization）法
を改良した CARD-FISH 法を用い、各海域の細
菌群集密度を計数した。また、得られた現場
密度を元に、太平洋側北極海をモデルに化学
合成独立栄養古細菌群集による有機炭素生
産速度を計算により求めた。 
４．研究成果 
(1)海洋細菌群集試料の大量採取手法の確立 
作成した自動海水中溶存有機炭素フラク
ション大量ろ過装置により、静岡県駿河湾深
層取水施設（採水深度、397 ｍ）で約 15 万 L
の海水ろ過に成功し、ろ過試料を孔径 0.2µm
のフィルター上に採取した。海洋地球観測船
「みらい」による北極海（MR08-04, MR09-03, 
MR10-05）および北太平洋航海（MR08-05）航
海では、定点観測による停船時を挟んで表層
海水ろ過を実施し、１試料採取に要求される
海域範囲を 100-200 km 以内限定した上で最
大 5万 Lの表層海水ろ過に成功した（図２）。
こうした船上での DOCフラクションサイズを
考慮した大規模海水ろ過システムは、本装置
が世界初の試みである。 
 
(3)微生物 rRNA・DNA、膜脂質の抽出・精製・
濃縮および 14C測定のための処理手法の検討 
採取した海水試料の DOC および DIC 炭素の
14C 分析は、まず試料海水にリン酸を添加し
炭酸を分離させて CO2 ガスの単離・精製を行
った後、グラファイト試料を作成してから
AMS により測定を行った。 
各種サイズのフィルターから細菌群集の
RNA ならびに DNA 抽出、ならびに膜脂質成分
の回収を行った。回収した全 DNA を用い、古
細菌群集ならびに真正細菌群集にそれぞれ
特異的なプライマーセットを用い、選択的に
16S rRNA 遺伝子領域を増幅し、シークエンス
解析を行いサンプル中の細菌群集構造を解
析した。 
 
各種サイズのフィルターに補足された微
生物膜脂質分子（エーテル脂質（古細菌）、
脂肪酸（細菌））を回収するため、大容量ソ
ックスレー抽出機を用いて溶媒可溶脂質成
分の全抽出を行い、その後、アルカリけん化
処理、さらにシリカゲルカラムクロマトグラ
フィーで、中性成分から古細菌膜脂質由来グ
リセロールジアルキルグリセロールテトラ
エーテル（GDGTs: glycerol dialkyl glycerol 
tetraethers）を、酸性成分より細菌膜脂質
由来脂肪酸を分画した。GDGTs は、LC/MS に
より定量・同定した。脂肪酸については、GC
—FID での定量、GC/MS での同定に先立って、
メチルエステル化を行った。また、分子レベ
ル 14C 測定に先立ち、炭素安定・放射性炭素
同位体分析を行った。rRNA, GDGTs の高精度
14C 測定を行うにあたり、rRNA, GDGTs のガ
ス化が最大の課題となることから、低バック
グラウンドでの rRNA,GDGTs の燃焼を行うた
め、ガス化を行う真空ラインの前処理システ
ムを新規開発・製作した。 
 
 
(2) 北極海海洋微生物群集の定量評価 
東シベリア海を除く多くの北極海域の50 m
以深において、全菌・真正細菌・古細胞密度
は深度が増すごとに減少する傾向があった。
また深度 50 m より浅層では、クレンアーキ
オータよりもユーリアーキオータの細胞密
度が高い特徴が確認された。クレンアーキオ
ータは表層で 10^2～10^3 cells/mL、50 m
以深では 1.4×10^3～3.5×10^4 cells/mL 存
在した。カナダ海盆深層および東シベリア海
海底近傍では、クレンアーキオータの割合が
高い傾向があった(図３)。この原因として、
Crenarchaeota にとって易分解性の有機物
もしくは栄養塩が東シベリア海に供給され
ている可能性が考えられた。加えて、16S rDNA
を用いた系統解析より、同じクレンアーキオ
ータ門に属しても、海域や水深の違いにより
群集構造が異なることが判明した（図４）。 
 
炭素固定量を試算すると、0.0013 Gt 
C/year となった。これは北極海における植物
図２ みらい船内に設置した自動海水
中溶存有機炭素フラクション大量ろ過
装置 
図１ 自動海水中溶存有機炭素フラクシ
ョン大量ろ過装置の設計図 
 
プランクトンの一次生産量の約 2%に値し、こ
れまでに全海域で試算されている 0.4%（植物
プランクトン一次生産量 40~60 Gt C/year に
対して古細菌の炭素固定量 0.6~0.7 Gt 
C/year（Ingalls et al. 2006）より若干高
い値である。 
 膜脂質 14C 分析に関して、数万 Lの海水試
料からの抽出が完了したが、解析に有効な値
を得るためには試料量の更なる上積みが必
要となることが明らかとなった。10万 L超の
試料回収が可能だった駿河湾 397 m 水深試料
について GDGTｓ、DOC、DIC の 14C 同位対比
を求めた（図５）。この数値をもとに 14C 同
位 体 マ ス バ ラ ン ス モ デ ル を 用 い
Crenarchaeota 群集のの独立栄養性・従属栄
養性の割合を計算した結果、全体の約半分
（48-52%）の Crenarchaeota 群集が化学合成
独立栄養性である可能性が示された。 
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